ROTATION CONTROL OF THE SINGLE POLAR FLAGELLUM IN VIBRIO CHOLERAE CHEMOTAXIS by 三浦 勇輝
単極べん毛をもつコレラ菌走化性におけるモーター
回転方向制御
著者 三浦 勇輝
出版者 法政大学大学院理工学研究科
雑誌名 法政大学大学院紀要. 理工学・工学研究科編
巻 60
ページ 1-2
発行年 2019-03-31
URL http://doi.org/10.15002/00022108
法政大学大学院紀要 理工学・工学研究科編 Vol.60(2019年 3月) 法政大学 
 
単極べん毛をもつコレラ菌走化性における 
モーター回転方向制御 
 
ROTATION CONTROL OF THE SINGLE POLAR FLAGELLUM  
IN VIBRIO CHOLERAE CHEMOTAXIS 
 
三浦 勇輝 
Yuki MIURA 
指導教員 川岸 郁朗 
 
法政大学大学院理工学研究科生命機能学専攻修士課程 
 
Vibrio cholerae chemotaxis is accomplished by frequently switching the rotation direction of the polar 
flagellar motor to generate zig-zag motion of the cell for changing the orientation and to find preferential 
directions. The key regulator for the flagellar rotational sense is CheY. Binding phosphorylated CheY to the 
flagellar basal body component FliM increases propensity to switch flagellar rotation from counterclockwise 
to clockwise, ending up with the reversal of swimming direction. To generate frequent switching of the 
rotational sense for chemotaxis, binding cooperativity between CheY and FliM should be tuned low. 
Otherwise, increased clockwise rotation of the single polar flagellum would make the cell just go backward. 
Here I revealed that the binding of CheY to FliM in V. cholerae is less ultrasensitive due to the difference 
in the secondary CheY-binding site of FliM, adjacent to the FliM-FliM interface. A V. cholerae mutant that 
has a substitution in the corresponding residue into that of E. coli, showed backward movement in response 
to 5 mM phenol, reflecting the higher binding cooperativity. Consequently, the mutant exhibits lower 
reorientation frequency, resulting in weak repellent response. Taken together, this study highlights the 
difference in the mechanism underlying switching of swimming direction between V. cholerae and E. coli.  
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１． 緒言 
多くの細菌はよりよい環境へ移動する走化性をも
つ．走化性は運動器官べん毛の回転方向を制御する
ことで実現される．極毛性コレラ菌は CCW・CW 方
向のべん毛回転が前進・後退に対応している．べん
毛は通常 CCW 方向に回転するが，忌避物質を感知
すると CCW・CW の切り換え頻度を増大させ，前進
と後退を繰り返して方向転換する．この方向転換は
忌避物質の受容によりリン酸化された CheY がべん
毛基部の FliM に結合することで起こる[1]． 
CheY によるべん毛回転方向制御機構は周毛性大腸
菌においても同様であるが，方向転換様式が異な
る．周毛性大腸菌は一部のべん毛モーターが CW 回
転になることで推進力を失い，方向転換する．大腸
菌のべん毛モーターでは，リン酸化型 CheY の濃度
変化に対するモーターの回転方向の切り換えが高い
協同性を示す[2]．もし極毛性コレラ菌のべん毛モー
ターが同じ特性を示せば CW 回転による後退運動が
生じ，方向転換による忌避応答ができなくなる．し
たがって，コレラ菌の CheY-FliM 結合の協同性は低
い可能性がある．そこで本研究ではこれを検証する
ために，大腸菌 FliM の 2 つの CheY 結合部位[3]に対
して，コレラ菌とのキメラや点突然変異を導入し，
大腸菌に発現させて細胞内 CheY 濃度を変化させる
ことで CheY-FliM 間相互作用を解析した． 
 
 
図 1. 周毛性菌と極毛性菌の忌避応答時のモーター回転 
 
２． 実験方法 
(1)大腸菌再構成系を用いた CheY-FliM相互作用解析 
大腸菌 fliC-sticky ΔcheA-Z fliMN 株に cheY と fliMN を
別々のプラスミドから発現させた．テザードセルアッセイ
で CW bias を計測し，その際の CheY 存在量をウエスタン
ブロッティングで検出されたバンド強度から定量するこ
とで，キメラおよび変異型 FliM の機能を解析した． 
(2)コレラ菌走化性応答解析 
スーサイドベクターを用いてコレラ菌 ΔfliMN 株を作製
し，コレラ菌 FliM の CheY 第 2 結合部位を大腸菌で対応
する残基に置換した変異型 FliM を発現させた．そして，
忌避物質フェノールを添加した菌体の細胞の遊泳を顕微
鏡で観察し，運動軌跡の追跡と 1 秒間あたりの前進後退切
換頻度の算出を行った． 
 
３． 実験結果と考察 
大腸菌 FliM の CheY 結合部位をコレラ菌の配列に置換
することで結合協同性が低下するのかを検証した．そこで，
まず大腸菌 FliM の主要結合部位である N 末端部をコレラ
菌の配列に置換したキメラ FliM とコレラ菌 CheY の結合
協同性が低下するのかを調べた．キメラ FliM を大腸菌に
発現させて CheY 濃度を変化させると，大腸菌の CheY-
FliM 間相互作用よりもコレラ菌 CheY-キメラ FliM の方が
より低い CheY 濃度で CW bias が上昇した．しかし，協同
性の指標である Hill 係数は変化しなかった．よって，FliM
の N 末端部はコレラ菌の FliM-CheY 結合協同性に影響し
ないと結論された（図 2）． 
FliM リング相互作用部位近傍も CheY の結合に関与す
ることが知られている．そこで，作製したキメラ FliM の
第2サイトをコレラ菌の残基に置換することで協同性が低
下するのかを調べた．キメラ FliM 変異体（キメラ FliM-
R94N）を作製して大腸菌内に発現させ，CW bias を求める
と Hill 係数が 2.17 から 1.17 まで下がり，協同性が低下し
た（図 2）．これから，FliM リング相互作用部位にある第
2 の CheY 結合部位が CheY との結合協同性を調節するこ
とが明らかになった． 
 
 
図 2. キメラ（左）・点突然変異型キメラ（右）FliM発現
下での大腸菌・コレラ菌 CheYによるべん毛回転制御 
 
では，コレラ菌 FliM の CheY 結合第 2 サイトを大腸菌
の対応するアミノ酸残基に置換すると結合協同性は上昇
するのだろうか？コレラ菌べん毛モーターの結合協同性
が上昇すると，べん毛回転が CW 方向に回転して菌体は
後退し続けるため，過剰な忌避物質を与えると前進後退
切換頻度が減少することが期待できる．そこで，変異型
FliM をコレラ菌に発現させてフェノールに対する忌避応
答を観察した．野生型 FliM 発現下ではフェノール濃度の
上昇により前進後退切換頻度が約 4 回/秒と増大したまま
であったのに対し，変異型 FliM 発現下ではその頻度が 2 
mM phenol 添加時で最大となり，高濃度条件下では低下
した（図 3）．5 mM phenol 存在下の菌体の運動を追跡す
ると，変異型 FliM を発現させた菌体はより直線的に泳い
でいた(図 3)．この直線的な運動が後退である 
 
 
 
図 3. 大腸菌型 FliM発現下でのコレラ菌の忌避応答 
 
かを調べるために，高輝度暗視野顕微鏡を用いてべん毛
を可視化させて観察を行った．5 mM phenol 存在下で，
菌体はべん毛を前にして泳ぎ後退していた（図 4）．以上
の結果から，コレラ菌の CheY 結合第 2 サイトを大腸菌
型残基で置換すると，フェノールに対する忌避応答の協
同性が高くなることが明らかとなった． 
 
 
図 4. 高輝度暗視野顕微鏡によるコレラ菌の後退の検出 
 
４． 結言 
忌避応答時における大腸菌-コレラ菌べん毛モーターの
回転方向制御の違いは，FliM ミドルドメインに存在する
CheY 作用部位の結合協同性が異なることによってもたら
されている．そして，コレラ菌ではその結合協同性が低く
調節されることで，強い忌避物質に曝されてもべん毛の切
換えが引き起こされるように制御されている． 
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